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POVZETEK 
Okuţbe z virusom hepatitisa B (HBV) so kljub številnim preventivnim ukrepom še vedno 
velik svetovni zdravstveni problem. Danes poznamo 10 genotipov HBV in več študij je 
pokazalo povezanost med genotipom virusa hepatitisa B ter potekom in uspešnostjo 
zdravljenja okuţb. Virus hepatitisa B se lahko prenese tudi s transfuzijo okuţene krvi. Z 
uvedbo presejalnega testiranja vseh krvodajalcev z metodo pomnoţevanja nukleinskih kislin 
(NAT) na prisotnost DNA virusa hepatitisa B, se je moţnost za njegov prenos s transfuzijo 
znatno zmanjšala. V transfuzijski medicini je zelo pomembna diagnostika okultne okuţbe s 
HBV (OBI),  ki še vedno predstavlja izziv z vidika laboratorijske diagnostike. 
V okviru magistrskega dela smo v postopek genotipizacije HBV vpeljali ultracentrifugiranje. 
Ultracentrifugirali smo plazemske vzorce 24 slovenskih krvodajalcev, pri katerih je bila 
diagnosticirana okultna okuţba s HBV, nastale usedline resuspendirali, iz njih izolirali DNA 
HBV in določili virusne genotipe.  
Genotipe HBV smo uspešno določili v vseh 24 (100 %) plazemskih vzorcih preiskovanih 
krvodajalcev, ki smo jih ultracentrifugirali pred izolacijo virusne DNA, ter v le 5 od 
omenjenih 24 (21 %), ki jih nismo ultracentrifugirali. Genotipe HBV smo določili v 21 od 24 
vzorcev (88 %), pri katerih smo usedlino po ultracentrifugiranju resuspendirali v vodi in v 15 
od 24 (63 %), pri katerih smo jo resuspendirali v lizirajočem pufru. Ugotovili smo, da pri 
slovenskih krvodajalcih z OBI prevladuje genotip D, ki smo ga določili pri 21 od 24 
preiskovancev (88 %), 2 (8 %) sta imela genotip A, pri 1 (4 %) pa smo odkrili mešano okuţbo 
z genotipoma A in D.  
Z vpeljavo ultracentrifugiranja smo izboljšali občutljivost metode veriţne reakcije s 
polimerazo DNA v realnem času (qPCR) za genotipizacijo HBV. S tem smo še korak bliţje k 
varnejši uporabi krvi ter krvnih komponent in pripravkov iz krvi. Izziv za prihodnost pa še 
vedno ostaja laboratorijska diagnostika HBV v vzorcih z ekstremno nizkim virusnim 
bremenom (0,15 IU/ml).  
Ključne besede: virus hepatitisa B, genotipi virusa hepatitisa B, okultna okuţba z virusom 
hepatitisa B, ultracentrifugiranje, genotipizacija. 
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ABSTRACT 
Hepatitis B virus (HBV) infection remains a major global health problem. Ten HBV 
genotypes have been identified and several studies have shown correlations between the  
actual HBV genotype and the course and effectiveness of infection treatment. HBV can be 
transmitted through transfusion of infected blood. With implementation of nucleic acid 
amplification technology testing (NAT) of all blood donors for the presence of HBV DNA, 
the possibility of viral transmission by blood components and products has significantly 
decreased. However, diagnostics of occult HBV infection (OBI) is still an important challenge 
in transfusion medicine. 
In our study, ultracentrifugation was implemented in the HBV genotyping procedure. We 
performed ultracentrifugation on 24 plasma samples of 24 Slovenian blood donors which 
were diagnosed with OBI. Following ultracentrifugation, the resulting pellets were 
resuspended, HBV DNA was isolated and viral genotypes were successfully determined in all 
24 samples.  
As stated, HBV genotype was identified in all 24 (100 %) blood donors whose plasma 
samples were ultracentrifuged prior to DNA isolation and in only 5 (21 %) out of the same 24 
plasma samples which were not ultracentrifuged before DNA isolation. HBV genotypes were 
identified in 21 out of 24 samples (88 %), where, after ultracentrifugation, the resulting pellets 
were resuspended in water, and in 15 out of 24 (63 %) where they were resuspended in lysis 
buffer. Our results revealed that the D genotype is predominant in Slovenian blood donors 
with OBI, as this genotype was identified in 21 out of 24 blood donors (88 %). The A 
genotype was detected in 2 blood donors (8 %), while in the remaining 1 (4 %), a mixed 
infection with the A and D genotypes was identified. 
With the implementation of ultracentrifugation we improved the sensitivity of real-time 
polymerase chain reaction (qPCR) used for HBV genotyping. This is a step closer to even 
safer use of blood and blood components. However, laboratory diagnostics of HBV in 
samples with extremely low viral load (0,15 IU/ml) still remains a challenge for future. 
Key words: hepatitis B virus, hepatitis B virus genotype, occult hepatitis B virus infection, 
ultracentrifugation, genotyping. 
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energy transfer) 
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plaščni antigen HBV (ang. hepatitis B surface antigen) 
virus hepatitisa B (ang. hepatitis B virus) 
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informacijska RNA (ang. messenger RNA) 
metoda pomnoţevanja nukleinskih kislin (ang. nucleic acid 
amplification tehnology) 
okultna okuţba z virusom hepatitisa B (ang. occult hepatitis B virus 
infection) 
veriţna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
pregenomska molekula RNA 
veriţna reakcija s polimerazo v realnem času (ang. real-time polymerase 
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metoda ugotavljanja polimorfizmov dolţin restrikcijskih fragmentov 
(ang. restriction fragment length polymorphism) 
ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
metoda pomnoţevanja s prepisovanjem RNA (ang. transcription-
mediated amplification) 
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1. UVOD 
1.1 Virus hepatitisa B 
Virus hepatitisa B (HBV) je najbolj razširjen in najdlje poznan virus hepatitisa. 
Taksonomsko ga uvrščamo v druţino Hepadnaviridae in rod Orthohepadnavirus. Je 
razmeroma majhen virus z ovojnico, ki zaradi svojih posebnih značilnosti spominja na 
retroviruse, preţivetje v okuţenih celicah pa mu omogoča poseben način pomnoţevanja. 
HBV lahko okuţi človeka, primate in nekatere opice. Okuţba lahko povzroči širok spekter 
različnih jetrnih bolezni, od akutnega do kroničnega hepatitisa, ciroze jeter ter jetrno-
celičnega karcinoma. Trenutno poznamo 10 različnih genotipov HBV, ki jih označujemo s 
črkami od A do I. Med seboj se razlikujejo v vsaj 8 % nukleotidnega zaporedja (1, 2).  
Po najnovejših ocenah Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) ţivi na svetu 257 
milijonov ljudi, okuţenih s HBV. V to številko so zajeti le tisti, ki imajo v krvi prisotne 
imunogene beljakovine virusne ovojnice (HBsAg). Zaradi posledic akutnega in kroničnega 
hepatitisa B letno umre skoraj 900 000 ljudi (3).  
Največje število okuţenih oseb na svetu ţivi na območju jugovzhodne Azije, Kitajske in 
Tajvana. Okuţbe s HBV in posledice kroničnega hepatitisa B lahko učinkovito preprečimo 
s cepljenjem (1). 
 
1.1.1  Zgradba HBV 
V plazmah bolnikov s kroničnim hepatitisom B so z elektronskim mikroskopom vidne tri 
morfološko različne oblike HBV. Najštevilčnejšo predstavljajo kroglasti virusni delci s 
premeri 22 nm. Druga najpogostejša oblika pa so podolgovati (filamentozni) delci, s 
premeri 22 nm in dolţinami >200 nm. Kroglasti in podolgovati virusni delci so sestavljeni 
le iz fosfolipidnega dvosloja gostiteljskih celic in HBsAg, zato niso infektivni. Infektiven 
virus predstavlja tretja morfološka oblika (Slika 1). To je kroglast delec, poznan tudi kot 
Danejevo telesce, s premerom 42 nm. Sestavljen je iz ikozaedrične nukleokapside, 
zgrajene iz jedrnega antigena (HBcAg), ki jo obkroţa zunanja lipidna ovojnica. Slednja 
vsebuje plaščni HBsAg. V notranjosti nukleokapside se nahajata polimeraza in virusna 
DNA. Poleg omenjenih treh morfoloških oblik pa lahko v plazmi bolnikov dokaţemo tudi 
prisotnost zelo majhnih prostih, nevezanih delcev HBsAg (1, 4). 
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Slika 1: Shematski prikaz zgradbe virusa hepatitisa B (HBV); povzeto po (1). 
 
HBV je edini človeški virus z genomom, ki je zgrajen deloma iz enovijačne in deloma iz 
dvovijačne DNA. Virusno DNA zaradi njene kroţne oblike imenujemo sproščena kroţna 
oz. rc-DNA. Celoten genom HBV predstavlja DNA, ki je zgrajena iz pribliţno 3,2 
kilobaznih parov in vsebuje 4 prekrivajoče se bralne okvirje. Te označujemo s črkami S, C, 
P in X (Slika 2) (1, 2). Največje področje P kodira virusno polimerazo, ki ima hkrati tudi 
funkcijo reverzne transkriptaze. Drugo največje področje, označeno s črko S kodira tri 
beljakovine virusne ovojnice (HBsAg), in sicer: veliko, srednjo in malo. Področje C kodira 
beljakovino nukleokapside (HBcAg) ter njeno krajšo in topno različico HBeAg, področje 
X pa beljakovino HBx, ki je potrebna za pomnoţevanje genoma HBV (4). 
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Slika 2: Shematski prikaz funkcionalnih področij genoma HBV; povzeto po (1). 
 
1.1.2 Pomnoževanje HBV 
Pri vezavi na in vstopu HBV v hepatocite igra glavno vlogo jetrni prenašalec ţolčnih kislin 
hNTCP. To je transmembranski protein, ki se večinoma izraţa na bazolateralni membrani 
hepatocitov. Za vstop HBV v omenjene celice je ključna specifična interakcija med 
področjem velike beljakovine pre-S1 virusne ovojnice (HBsAg) in hNTCP (5). 
Virus vstopi v celico z endocitozo, ki ji sledi odstranitev virusne ovojnice in aktiven prenos 
nukleokapside do jedrnih por s pomočjo mikrotubulov. Virusna DNA nato preide v celično 
jedro preko jedrnih por, kjer se pod vplivom celičnih dejavnikov zaključi sinteza virusne 
DNA tako, da iz sproščeno kroţne DNA nastane stabilna dvovijačna DNA, imenovana 
kovalentno zaprta kroţna DNA (cccDNA) (Slika 3). Ta molekula tvori v jedru 
mikrokromosom, na osnovi katerega se sintetizirajo pred-genomska molekula RNA (pg 
RNA) in več krajših mRNA. Pred-genomska RNA se v citosolu prevede v beljakovine 
virusne kapside (HBcAg) in DNA polimerazo. Beljakovine virusne kapside se nato 
spontano zdruţijo in nastane nukleokapsida, ki obda pred-genomsko RNA in virusno DNA 
polimerazo (Slika 3). Tako nastane nov virusni delec, v katerem z reverzno transkripcijo iz 
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pred-genomske RNA nastane nov virusni genom (Slika 3). Del novonastalih jedrnih delcev 
se z brstenjem v endoplazmatski retikulum obda z virusno ovojnico in izloči iz celice, 
preostali del pa s pomočjo mikrotubulov potuje nazaj proti jedrnim poram, kjer virusna 
DNA ponovno vstopi v celično jedro in se pretvori v cccDNA (Slika 3) (1, 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz pomnoţevanja HBV; povzeto po (1). 
1 - vstop virusa v celico; 2 - vstop virusne DNA v jedro; 3 - nastanek cccDNA; 4 - tvorba mikrokromosoma s 
povezavo cccDNA in histonskih beljakovin; 5 - prepisovanje; 6 - prevajanje RNA in nastanek virusnih 
beljakovin kapside; 7 - sestavljanje nukleokapside; 8 - reverzna transkripcija pgRNA v rcDNA; 9 - ponoven 
vstop preostanka virusne DNA v jedro; 10 - nastanek virusne ovojnice; 11 - izločanje virusa iz celice.    
 
1.1.3 Patogeneza okužbe s HBV 
Patogeneza hepatitisa B je zelo kompleksna. Podobno kot pri drugih vrstah virusnih 
hepatitisov je hepatotoksični učinek HBV vezan na praviloma močan celični imunski odziv 
na večino virusnih beljakovin, ki so prisotne v okuţenih hepatocitih (1). 
Inkubacijska doba pri hepatitisu B traja od 30 do 180 dni, tej pa sledi razvoj akutnega 
hepatitisa, ki ga določen deleţ bolnikov preboli, ostali pa zbolijo za kronično obliko 
bolezni (3). V primeru prekomernega imunskega odziva lahko pride do nekroze celotnega 
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organa, katere posledica je fulminantna jetrna odpoved. Izid akutnega hepatitisa B je 
odvisen predvsem od starosti, pri kateri se s HBV okuţi bolnik ter od načina okuţbe. Tako 
se kronični hepatitis B razvije pri 90-95 % novorojenčkov, ki se okuţijo perinatalno in pri 
50 % otrok, ki se okuţijo v zgodnjem otroštvu. Pri odraslih pa akutna oblika bolezni preide 
v kronično pri le 5-10 % okuţenih oseb (1, 7). 
Pri akutnem hepatitisu B se HBV ne začne pomnoţevati takoj po okuţbi, ampak šele po 
nekaj tednih. V fazi njegovega aktivnega pomnoţevanja koncentracija virusne DNA v 
kratkem času preseţe 10
12 
kopij/ml plazme. Pri odraslih osebah pride do zniţanja 
koncentracije virusne DNA še pred pojavom citopatskih sprememb. Za to je odgovorno 
delovanje specifičnih protivirusnih citotoksičnih limfocitov T in humoralnega imunskega 
odziva z nastankom protiteles anti-HBs (1). 
O kroničnem hepatitisu B govorimo takrat, ko je HBsAg v plazmi bolnika prisoten več kot 
6 mesecev (3). Klinični potek te oblike bolezni lahko razdelimo v 4 faze, in sicer: fazo 
imunske tolerance, imunsko aktivno fazo, fazo nosilstva neaktivnega virusa in fazo 
reaktivacije. Potek in trajanje vsake od njih je odvisen od starosti, pri kateri se oseba okuţi 
s HBV. Za fazo imunske tolerance je značilna zelo visoka koncentracija DNA HBV 
(pogosto nad 10
6
 kopij/ml plazme), ob normalnih vrednostih jetrnih encimov. Pri osebah, 
ki so se okuţile perinatalno ali v zgodnjem otroštvu, traja ta faza 20 do 30 let, pri odraslih 
pa le nekaj tednov. Za naslednjo, imunsko aktivno fazo je značilen buren imunski odziv, s 
posledičnim upadom koncentracije virusne DNA in porastom vrednosti jetrnih encimov ter 
sočasnim pojavom patoloških sprememb v jetrih. V tej fazi izgine HBeAg, pojavijo pa se 
protitelesa anti-HBe. Večina bolnikov nato vstopi v fazo nosilstva neaktivnega virusa, pri 
čemer jih 10-30% v kasnejših obdobjih ţivljenja doţivi eno ali več reaktivacij HBV in s 
tem hepatitisa B (1, 8). 
 
1.1.4 Okultna okužba s HBV 
Posebna oblika okuţbe s HBV je tako imenovana okultna okuţba (OBI). Prvič so jo opisali 
leta 1978 (9). Leta 2008 pa je skupina strokovnjakov na srečanju v Taormini OBI 
definirala kot prisotnost DNA HBV v jetrih posameznikov, ki so sicer pri testiranju HBsAg 
z obstoječimi serološkimi metodami negativni. Izmerjene koncentracije virusne DNA v 
njihovi plazmi so običajno zelo nizke (<200 IU/ml), pogosto pa njene prisotnosti sploh ne 
 
6 
zaznamo (10). Pri 90 % bolnikov z OBI je plazemska koncentracija DNA HBV  le okoli 20 
IU/ml (11).  
Mehanizem nastanka OBI je zelo zapleten in zato še vedno ni popolnoma pojasnjen. Na 
pojav OBI vplivajo tako virusni, kot tudi dejavniki gostitelja. Na splošno velja, da imajo 
največji vpliv obrambni mehanizmi imunskega sistema gostitelja, ki zavirajo 
pomnoţevanje HBV in izraţanje virusnih genov. Raziskave so pokazale, da na nastanek 
OBI vpliva tudi post-translacijska modifikacija histonov vezanih na cccDNA. 
Najpogostejši obliki tovrstne modifikacije sta acetilacija in metilacija. Ker je genom HBV 
nagnjen k mutacijam, imajo omenjene modifikacije velik vpliv na izraţanje HBsAg, zato z 
obstoječimi komercialnimi serološkimi testi prisotnosti HBsAg ne moremo zaznati (9, 12).   
Zlati standard v diagnostiki OBI je določanje DNA HBV v bioptičnih vzorcih jetrnega 
tkiva. Virusna cccDNA je namreč lahko prisotna v jetrih, kljub temu, da je v plazmi ne 
zaznamo. Ker pa je pridobivanje vzorcev jetrnega tkiva invaziven postopek, se v praksi za 
ugotavljanje OBI uporablja metoda qPCR, ki je dovolj občutljiva, da z njo lahko zaznamo 
nizke koncentracije virusne DNA v plazmi (10, 12). Večjo občutljivost molekularno-
bioloških testov lahko doseţemo s povečanjem začetnega volumna preiskovane plazme, ali 
pa s koncentriranjem virusnih delcev z ultracentrifugiranjem. Potrjevanje nizkega 
virusnega bremena pri osebah z OBI temelji na uporabi testov NAT, v kombinaciji 
ultracentrifugiranjem plazemskih vzorcev (13). Na območjih z nizko pojavnostjo okuţbe s 
HBV, za potrjevanje OBI, poleg ugotavljanja prisotnosti DNA HBV, določajo tudi 
protitelesa anti-HBc. Testi za določanje protiteles anti-HBc pa imajo manjšo diagnostično 
specifičnost, posledica česar je večji deleţ laţno pozitivnih rezultatov. Zato v več drţavah 
krvodajalcev ne testirajo rutinsko na prisotnost protiteles anti-HBc, saj laţno pozitivni 
rezultati vodijo v zavrnitev sicer zdravih krvodajalcev (14, 15). 
Zanesljivo diagnosticiranje OBI je torej zelo pomemben dejavnik v transfuzijski medicini. 
Do okuţbe s HBV s transfuzijo najpogosteje pride kadar ima krvodajalec OBI, kadar pri 
krvodajalcu ne zaznamo okuţbe s HBV zaradi diagnostičnega okna in pa v primeru, da s 
testi ne zaznamo prisotnosti HBsAg zaradi mutacije v virusnem genu, ki ga kodira. Zaradi 
vpeljave testiranja NAT krvodajalcev v razvitem svetu je danes verjetnost za prenos 
okuţbe s transfuzijo zelo majhna. Povečano tveganje za prenos virusov pa še vedno obstaja 
pri bolnikih na dializi in v fazi imunosupresije (12, 16).   
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Po podatkih Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (ZTM), so med letoma 
2007 in 2015 v Sloveniji letno v povprečju odkrili 5 novih krvodajalcev z OBI. V zadnjem 
obdobju število na novo odkritih primerov OBI pri krvodajalcih upada, saj so v letu 2016 
odkrili le 1 primer, leta 2017 nobenega, tekom leta 2018 pa 2 primera. Glede na število 
odvzemov krvi v obdobju od 2007 do 2018, je torej pojavnost OBI med slovenskimi 
krvodajalci le 4,2 primera/100.000 odvzemov krvi.  
 
1.1.5  Epidemiologija 
HBV je razširjen po celem svetu, pojavnost hepatitisa B oz. HBsAg-pozitivnih oseb pa je 
najvišja v jugovzhodni Aziji, Kitajski in podsaharski Afriki. Na teh geografskih območjih 
je stopnja endemičnosti visoka (>8 % pojavnost). Severna Afrika, Bliţnji vzhod, vzhodna 
in juţna Evropa, ter del juţne Amerike spadajo med srednje endemična področja 
(pojavnost med 2 in 7 %), severna Amerika ter zahodna in severna Evropa pa sodijo med 
geografska območja z nizko pojavnostjo okuţbe s HBV (<2 %). Slovenija se tako uvršča 
med drţave z nizko pojavnostjo okuţbe s HBV (Slika 4) (17). 
 
 
Slika 4:  Geografski prikaz pojavnosti HBsAg v svetu; prirejeno po (17). 
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HBV se prenaša izključno parenteralno, zaznamo pa ga lahko v skoraj vseh telesnih 
tekočinah, pri čemer so najvišje koncentracije virusnih delcev prisotne v krvi okuţenih 
oseb. V visoko endemičnih okoljih poteka prenos okuţbe večinoma z matere na otroka ob 
rojstvu (perinatalno) ali pa s horizontalnim prenosom, ob izpostavitvi posameznikov 
okuţeni krvi. Glavna načina okuţbe v razvitih drţavah pa sta prenos HBV s spolnim 
odnosom ter injiciranje nedovoljenih drog. Razmeroma pogost je tudi prenos HBV s 
kirurškimi in drugimi invazivnimi posegi v zdravstvenih ustanovah (1, 3). Kot smo 
omenili, se HBV lahko prenese tudi s transfuzijo okuţene krvi, vendar pa je verjetnost 
takšnega prenosa postala izjemno majhna zaradi obveznega presejalnega testiranja krvi in 
komponent krvi na označevalce okuţb z metodami testiranja NAT (18).   
Ker je okuţba s HBV še vedno neozdravljiva, so prizadevanja usmerjena predvsem v njeno 
preprečevanje. Poglavitni in naj učinkovitejši način preprečevanja okuţb s HBV je 
cepljenje. V ta namen se večinoma uporablja cepivo, ki vsebuje rekombinantni HBsAg, s 
katerim lahko cepimo vse starostne skupine, pri čemer pa je njegova učinkovitost boljša pri 
mlajših osebah. Cepljenje ima največji učinek v endemičnih področjih, kjer so na ta način 
občutno zmanjšali število okuţb s HBV pri otrocih, mlajših od 5 let (1, 3). Tovrstno 
cepljenje je v Sloveniji za zdravstvene delavce in druge osebe, ki so pri delu izpostavljeni 
potencialnim kuţninam priporočljivo ţe od leta 1983, od leta 1998 pa v naši drţavi poteka 
redno cepljenje otrok pred vstopom v šolo (19). 
 
1.1.6  Mikrobiološka diagnostika okužbe s HBV 
Mikrobiološka diagnostika okuţbe s HBV temelji na seroloških metodah, s katerimi v 
plazemskih vzorcih preiskovancev dokazujemo prisotnost protiteles anti-HBV in virusnih 
antigenov. Tako s serološkimi testi določamo antigene HBsAg in HBeAg, ter protitelesa 
anti-HBs, anti-HBe, celokupna protitelesa anti-HBc in protitelesa IgM anti-HBc. Izjemen 
pomen v diagnostiki okuţb s HBV pa ima določanje prisotnosti DNA HBV in njenih 
koncentracij v plazemskih vzorcih s PCR. Koncentracijo DNA HBV podajamo v 
internacionalnih enotah (IU/ml plazme). V plazmi okuţene osebe jo lahko zaznamo ţe po 
7-14 dneh, kar pomembno zoţi diagnostično okno. Ker pa je število diagnostičnih 
kazalnikov zelo veliko in je klinični potek bolezni zelo variabilen, moramo pri postavitvi 
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diagnoze poleg laboratorijskih rezultatov upoštevati tudi ostale biokemične  in histološke 
dejavnike (1, 7).  
 
1.1.6.1 Obvezno testiranje krvi krvodajalcev  
Ugotavljanje označevalcev okuţbe s HBV je del obveznih presejalnih testiranj vsakega 
krvodajalca, s katerim zagotavljamo varno uporabo enot krvi in krvnih komponent. Od leta 
2007 je v Sloveniji obvezno testiranje vsakega krvodajalca na morebitno prisotnost HBsAg 
in DNA HBV (20). Prisotnost oz. odsotnost slednje v plazemskih vzorcih krvodajalcev 
ugotavljamo s tehnologijo specifičnega pomnoţevanja virusnih nukleinskih kislin, NAT. 
Testiranje NAT omogoča zaznavanje okuţbe s HBV v obdobju pred pojavom seroloških 
virusnih označevalcev. Večina prenosov virusnih okuţb s transfuzijo se namreč zgodi prav 
znotraj diagnostičnega okna, torej v obdobju tik po okuţbi, ko z razpoloţljivimi 
diagnostičnimi testi še ne moremo zaznati virusnih označevalcev, s katerimi bi potrdili 
okuţbo (21, 22). Kot rečeno, v Sloveniji od leta 2007 izvajamo presejalno testiranje vsake 
odvzete enote krvi s testi NAT, in sicer z metodo pomnoţevanja s prepisovanjem RNA, 
TMA (ang. Transcription Mediated Amplification), s katero sočasno ugotavljamo 
prisotnost nukleinskih kislin HBV, HIV in HCV. V primeru pozitivnega rezultata je 
potrebno izvesti diskriminatorne teste NAT, s katerimi ugotovimo, kateri od treh virusov je 
prisoten v testiranem vzorcu in potrdimo njegovo prisotnost. V primeru, da je v 
preiskovani plazmi prisotna DNA HBV, serološko testiranje HBsAg pa je negativno, 
dodatno opravimo še določanje protiteles anti-HBc in anti-HBs, da bi potrdili morebitno 
okultno okuţbo s HBV (OBI) (21).  
 
1.1.7  Genotipi HBV  
Genom HBV se zelo hitro spreminja, za kar je odgovorno delovanje virusne polimeraze, ki 
ni sposobna popravljati napak pri pomnoţevanju virusnih nukleinskih kislin. Kot smo ţe 
omenili, trenutno poznamo 10 različnih genotipov HBV, ki jih označujemo s črkami od A 
do J. Genotipi A-D, F, H in I so glede na 4-8 % razlike v njihovih nukleotidnih zaporedjih 
razdeljeni na še najmanj 35 podtipov. Genotipi se med seboj razlikujejo v dolţini genoma, 
velikosti bralnih okvirjev ter proteinih, ki jih kodirajo (23, 24). 
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1.1.7.1 Geografska porazdelitev genotipov HBV 
Genotipi HBV imajo značilno in dobro poznano geografsko porazdelitev (Slika 5).  Tako 
genotip A prevladuje v podsaharski in vzhodni Afriki ter v osrednji in zahodni Evropi. Na 
območjih, kjer je pojavnost okuţbe s HBV največja, torej v jugovzhodni Aziji in na 
Kitajskem, prevladujeta genotipa B in C, medtem ko je genotip D najpogostejši v severni 
Afriki, juţni in vzhodni Evropi, Sredozemlju, ter na Bliţnjem vzhodu in v Indiji. Genotip E 
prevladuje v zahodni Afriki, genotip F pa zasledimo v srednji in juţni Ameriki ter med 
domorodci na Aljaski. Okuţbe z genotipom G so odkrili v Franciji, Nemčiji in ZDA, 
genotip H pa je prisoten v srednji in juţni Ameriki. Genotip I so odkrili v Vietnamu in 
Laosu, genotip J pa na otočju Ryukyu na Japonskem (24, 25).       
 
 
 
Slika 5: Prikaz geografske porazdelitve genotipov HBV; povzeto po (24). 
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1.1.7.2 Genotipi HBV in uspešnost  zdravljenja hepatitisa B 
Dokazano je, da obstaja povezava med genotipi HBV, potekom hepatitisa B in uspešnostjo 
protivirusnega zdravljenja. Večina študij na to temo izvira iz endemičnih področij, kjer 
prevladujejo genotipi B in C (jugovzhodna Azija) ter A in D (Afrika). Prav zaradi značilne 
geografske porazdelitve genotipov HBV med seboj najpogosteje primerjajo genotipa B in 
C ter A in D, pri čemer se je izkazalo, da sta genotipa A in B povezana z blaţjo obliko 
bolezni (26). Poleg tega so dokazali, da je pojavnost ciroze in jetrno-celičnega karcinoma 
večja v primeru okuţbe z genotipom C, v primerjavi z genotipom B. Če izsledki študij 
jasno kaţejo razliko v kliničnem poteku bolezni pri okuţbah z genotipoma B in C, pa je v 
primeru genotipov A in D drugače, saj pri tej primerjavi dokazi za to, da genotip A izzove 
milejšo obliko bolezni niso povsem nedvoumni. Kljub številnim raziskavam, pa virusni 
molekularni mehanizmi, ki vplivajo na različne klinične poteke bolezni po okuţbi s 
posameznimi genotipi HBV še vedno niso v celoti pojasnjeni (26).  
Za zdravljenje kroničnega hepatitisa B se uporabljajo interferon alfa (IFN-α) (v standardni 
in pegilirani obliki), ter nukleotidni in nukleozidni analogi. Z njimi skušamo preprečiti 
razvoj napredovale jetrne bolezni, zlasti ciroze in odpovedi jeter ter nastanek jetrno-
celičnega karcinoma. Glavni kriterij za spremljanje odziva na zdravljenje in njegove 
uspešnosti, je določanje količine DNA HBV v plazemskih vzorcih bolnikov s qPCR (1, 
27). Na uspešnost farmakološkega protivirusnega zdravljenja lahko vpliva tudi genotip 
HBV. Ugotovili so, da je odziv na zdravljenje z IFN-α boljši pri tistih bolnikih, ki so 
okuţeni z genotipoma A ali B, medtem ko je uspešnost tovrstnega zdravljenja okuţenih z 
genotipoma C in D slabša. Pri bolnikih okuţenih z genotipom A ali B se namreč med 
zdravljenjem z IFN-α koncentracija HBsAg v krvi najbolj zniţa, najboljši pa je tudi 
humoralni imunski odziv po prekinitvi terapije (24, 28). Odziv na zdravljenje z 
nukleotidnimi in nukleozidnimi analogi pa ni povezan z  genotipom HBV (29).   
 
1.2  Genotipizacija HBV 
Za določanje genotipov HBV imamo na voljo različne metode, ki se med seboj razlikujejo 
v občutljivosti in specifičnosti ter stroških in času, ki jih terjajo posamezne vrste analiz. 
Poleg sekvenciranja se za genotipizacijo HBV uporabljajo še metoda qPCR, določanje 
polimorfizmov dolţin restrikcijskih fragmentov (RFLP), multipla PCR, reverzna 
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hibridizacija INNO-LiPA, serološka tipizacija in tehnologija mikromreţ. Pri tem 
sekvenciranje celotnega genoma s filogenetsko analizo še vedno predstavlja zlati standard. 
Sekvenciranje je zanesljiva metoda z visoko občutljivostjo, ki omogoča določanje novih in 
rekombinantnih genotipov. Njene slabosti pa so visoki stroški in dolţina časa potrebnega 
za posamezno analizo ter dejstvo, da na ta način v primeru mešanih genotipov, lahko 
zaznamo le genotip, ki je dominanten (30, 31). 
 
1.2.1 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
Veriţna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) je tehnika, ki se pogosto uporablja v 
diagnostiki. To je visoko občutljiva analizna metoda, ki nam omogoča spremljanje 
pomnoţevanja DNA v realnem času, z minimalno verjetnostjo navzkriţne kontaminacije, 
saj teste izvajamo na avtomatiziranih sistemih, ki ne potrebujejo obdelave post-PCR (30-
32). 
Pri tej metodi nam spremljanje količine nastalega produkta DNA v realnem času omogoča 
njegovo označevanje s fluorogenimi molekulami. V ta namen najpogosteje uporabljamo 
interkalirajoča barvila (npr. SYBR Green), hidrolizirajoče (npr. TaqMan) in hibridizacijske 
sonde ter molekularna svetila (33, 34). 
Metoda qPCR, pri kateri uporabljamo hidrolizirajoče sonde, temelji na 5'-3' eksonukleazni 
aktivnost polimeraze Taq in posebnih hidrolizirajočih sondah TaqMan. Sonda TaqMan je 
sestavljena iz kratkega oligonukleotida, ki je na obeh koncih označen s fluorescentinimi 
barvili. Barvilo na 3' koncu je t.i. dušilec (ang. quencher), tisto, ki je pripeto na 5' koncu pa 
ima reportersko funkcijo (ang. reporter). Dušilec in reporter sta zaradi vezave na isti 
oligonukleotid v neposredni bliţini, zato lahko dušilec absorbira sproščeno svetlobo 
reporterske molekule, kar imenujemo prenos fluorescenčne resonančne energije (FRET -
ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer). Sprva se je kot dušilec uporabljal 
tetrametilrodamin (TAMRA), v zadnjem času pa so ga nadomestili nefluorescenčni dušilci, 
na katere so pripete molekule MGB (ang. Minor Grove Binder), ki se veţejo v mali ţleb 
molekule DNA in tako stabilizirajo vezavo sonde na tarčno zaporedje, kar omogoča 
uporabo zelo kratkih hidrolizirajočih sond. Receptorska molekula je najpogosteje 6-
karboksifluorescein (FAM), v ta namen pa lahko uporabimo tudi številna druga barvila 
(32, 33, 35-37).  
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Za qPCR je ključno specifično prileganje začetnih oligonukleotidov in sonde TaqMan na 
tarčno zaporedje v verigi DNA. Če pride do vezave, polimeraza Taq sintetizira 
komplementarne verige DNA, pri čemer se zaradi njene 5'-3' eksonukleazne aktivnosti 
hidrolizira sonda TaqMan, to pa povzroči ločitev dušilca in reporterskega barvila. Ker 
posledično dušilec ne more več absorbirati oddane svetlobe reporterske molekule, pride do 
porasta fluorescence, ki je sorazmeren  količini nastalega oz. pomnoţenega produkta (36). 
Število ciklov, ki so potrebni za to, da signal fluorescence preseţe t.i. prag (ang. treshold) 
označujemo z oznako Ct (ang. treshold cycle), pri čemer je vrednost Ct sorazmerna s 
številom kopij DNA v vzorcu (33).  
 
1.3 Ultracentrifugiranje 
Ultracentrifugiranje ima pomembno vlogo v virologiji, saj omogoča koncentriranje in 
ločevanje tudi najmanjših virusnih delcev. Temelji na uporabi centrifugalne sile, ki pri 
velikem številu obratov rotorja nadomesti prešibko gravitacijsko silo ter povzroči hitrejšo 
sedimentacijo zelo majhnih delcev. Pri ultracentrifugiranju so delci podvrţeni vzgonu in 
sedimentacijskim silam, pomembni pa so tudi viskoznost medija ter oblika in velikost 
delcev. Obnašanje delcev med ultracentrifugiranjem je odvisno od razmerja med vsemi 
silami, ki delujejo nanje. Ker lahko med postopkom zaradi velikega števila obratov rotorja 
in posledično velikega trenja pride do prekomernega segrevanja, ultracentrifugiranje 
običajno izvajamo v vakuumu (38, 39).      
Kadar čistost produkta ni poglavitnega pomena, najpogosteje uporabljamo 
ultracentrifugiranje, pri katerem nastane usedlina. Pri tem uporabljamo rotorje s fiksnim 
kotom. Na ta način lahko v heterogenem vzorcu učinkovito koncentriramo virusne delce, 
ki se zberejo v usedlini na steni ali dnu posebne epruvete. Pri tem lahko pride do poškodb 
virusnih delcev, zato je ta metoda primerna zgolj takrat, ko ţelimo izolirati virusne 
nukleinske kisline ali proteine. V primeru, da ţelimo izolirati nepoškodovane virusne 
delce, brez kontaminacije, pa izvedemo gradientno ultracentrifugiranje, pri katerem 
uporabimo nihajne rotorje, ki omogočajo minimalno interakcijo med delci in steno 
epruvete (38, 39). 
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2. NAMEN DELA 
Namen našega dela je uvedba ultracentrifugiranja in s tem izboljšanje občutljivosti 
predhodno optimizirane metode PCR v realnem času za določanje posameznih genotipov 
virusa hepatitisa B (HBV). Na ta način bomo poskušali genotipizirati HBV v plazemskih 
vzorcih krvodajalcev s potrjeno okultno okuţbo z virusom hepatitisa B (OBI), za katere je 
značilno zelo nizko virusno breme in predstavljajo največje tveganje za prenos virusne 
okuţbe s transfuzijo.  
V raziskavo bomo vključili plazemske vzorce 24 slovenskih krvodajalcev, pri katerih so na 
Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (ZTM) med leti 2007 do 2015, z 
rednim rutinskim testiranjem odvzete krvi, s serološkimi in molekularno-biološkimi testi 
potrdili OBI. Uporabili bomo njihovo plazmo, ki jo na ZTM shranjujejo v posebnih 
vrečkah za sveţe zmrznjeno plazmo, pri temperaturi -20 °C. Vzorce bomo 
ultracentrifugirali v dvojniku, skladno z objavljenim protokolom, nato pa iz usedlin 
izolirali virusno DNA (40). Genotipe HBV bomo določali z optimizirano metodo qPCR, ki 
je na ZTM v uporabi od leta 2014 (41). Sočasno bomo v omenjenih 24 plazemskih vzorcih, 
ki pa jih predhodno ne bomo ultracentrifugirali, z isto metodo primerjalno še enkrat 
določili genotipe HBV.   
Pričakujemo, da bomo z uvedbo ultracentrifugiranja izboljšali občutljivost obstoječe 
metode qPCR za določanje genotipov HBV in na ta način uspeli genotipizirati DNA HBV 
pri vseh preiskovanih krvodajalcih z OBI.   
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3. METODE IN MATERIALI 
3.1 Vzorci krvodajalcev z OBI 
V raziskavo smo vključili 24 krvodajalcev, pri katerih so na Zavodu Republike Slovenije 
za transfuzijsko medicino v obdobju od 2007 do 2015 odkrili okultno okuţbo s HBV (OBI) 
med presejalnim testiranjem na sistemih Procleix Tigris (Grifols, Španija) in Procleix 
Panther (Grifols, Španija), s katerima v plazemskih vzorcih krvodajalcev dokazujejo 
morebitno prisotnost nukleinskih kislin HBV, HIV in HCV. Pri vseh omenjenih 
krvodajalcih so potrdili OBI z nadaljnjimi molekularno-biološkimi (potrjevanje prisotnosti 
DNA HBV) in serološkimi testi (ugotavljanje prisotnosti protiteles anti-HBc in anti-HBs, 
ter odsotnosti HBsAg). V vseh 24 plazemskih vzorcih so potrdili prisotnost DNA HBV in 
protiteles anti-HBc. Protitelesa anti-HBs pa so našli pri 11 krvodajalcih.  
Med 24 preiskovanci je bilo 19 (79 %) moških in 5 (21 %) ţensk. V času odvzema vzorca 
so imeli vsi stalno prebivališče v Sloveniji: 16 (67 %) jih je bilo rojenih v Sloveniji, 7 (29 
%) v Bosni in Hercegovini in 1 (4 %) v Črni gori. Njihova povprečna starost ob odvzemu 
vzorcev je bila 52 let (mediana 53 let). 
Vsi plazemski vzorci so bili od prvega presejalnega testiranja do začetka naše študije 
hranjeni v vrečkah za sveţe zmrznjeno plazmo pri -20 °C. Vzorce smo najprej odtalili v 
digestoriju na sobni temperaturi (20 ‒ 25 °C), nato pa jih razdelili v ustrezno število 
alikvotov. 
 
3.2  Kontrolni vzorci 
Za pozitivne kontrole posameznih genotipov HBV pri genotipizaciji smo uporabili 
kontrolne plazemske vzorce EQA (ang. External Quality Assessment), ki so bili v letih 
2007, 2011 in 2013 vključeni v program zunanjih kontrol kakovosti organizacije QCMD 
(ang. Quality Control for Molecular Diagnostics, Velika Britanija) ter kontrolne vzorce iz 
programa Qnostics (Velika Britanija). Vsak kontrolni vzorec je vseboval določen genotip 
HBV in definirano koncentracijo DNA HBV (Preglednica I). V uporabljenem naboru 
kontrolnih vzorcev so bili prisotni genotipi A‒E in H, vzorca z genotipom F pa ni bilo na 
voljo. Vse kontrolne vzorce smo do izolacije virusne DNA hranili pri -20 °C. 
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Preglednica I: Seznam uporabljenih kontrolnih vzorcev  
Genotip Kontrola 
Koncentracija DNA HBV 
         kopij/ml                       IU/ml  
 
HBV genotip A 
HBVG07-02 4x10
4 
 
HBVG11-07 1x10
3 
 
HBVG13-06  >1x10
4
  
 
HBV genotip B 
HBVG07-06 4X10
4
  
HBVG11-04 >1X10
4
  
HBVG13-04  >1x10
4
  
HBVG07-03 4X10
4
  
HBV genotip C HBVG13-08  >1x10
4
  
 
HBV genotip D 
HBVG07-05 4X10
4
  
HBVG11-06 >1X10
4
  
HBVG13-01  >1x10
4
  
HBV genotip E HBVG07-01 4X10
4
  
HBV genotip G HBVG07-08 4X10
4
  
HBV genotip H 
HBVG11-08 >1X10
4
  
HBVG13-02  >1x10
4
  
 
3.3 Ultracentrifugiranje 
Materiali: 
o ultracentrifuga L8-70M (Beckman, ZDA) 
o ultracentrifugirke Quick Seal 13,5 ml 16 x 75 mm (Beckman Coulter, ZDA) 
o rotor 70.1 Ti (Beckman, ZDA) 
o pokrovčki iz titana (Beckman, ZDA) 
o naprava za varjenje ultracentrifugirk (Beckman, ZDA) 
o delovna komora (Köttermann, Nemčija) 
o laboratorijska tehtnica (Exacta 1200 EB, Tehtnica Ţelezniki) 
o vibracijski mešalnik MS1 Minishaker (IKA, Nemčija) 
o brizge 20 ml, Chirana (Chirana T.injecta, Slovaška) 
o medicinske igle, Medoject (Chirana T.injecta, Slovaška) 
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o pinceta 
o torba za prenos vzorcev 
o stojalo za vzorce 
o zaščitne rokavice 
o zaščitna očala 
Vzorce, ki smo jih odtalili na sobni temperaturi, smo dobro premešali na vibracijskem 
mešalniku MS1 Minishaker. Nato smo plazmo v delovni komori prenesli v 
ultracentrifugirke z ozkim vratom (Quick Seal, Beckman Coulter, ZDA), izdelane iz 
polialomera, z volumnom 13,5 ml in dimenzijami 16 x 75 mm, ki so primerne za rotor 70.1 
Ti (Beckman, ZDA). Zaradi ozkih odprtin ultracentrifugirke in dela z infektivnimi vzorci, 
smo za prenos plazemskih vzorcev uporabili 20 ml brizge in medicinske igle. 
Ultracentrifugirke smo napolnili vse do ozkega vratu tako, da v plazmi ni bilo zračnih 
mehurčkov. Ti namreč lahko med ultracentrifugiranjem povzročijo deformacijo 
ultracentrifugirk. Vsak vzorec plazme smo ultracentrifugirali v dvojniku.  
Nato smo  z vzorci napolnjene ultracentrifugirke stehtali na laboratorijski tehtnici Exacta 
1200 EB. Masi dveh ultracentrifugirk, ki sta bili v rotorju postavljeni ena nasproti druge, se 
ni smela razlikovati za več kot 10 mg. Po potrebi smo nasproti postavljeni 
ultracentrifugirki uravnoteţili z dodajanjem plazme po kapljicah z brizgo in medicinsko 
iglo. Po tehtanju smo vratove ultracentrifugirk zavarili tako, da smo nanje namestili 
pripadajoče kovinske pokrovčke, preko katerih se je prenesla toplota iz naprave za varjenje 
(Beckman, ZDA). Zaradi visoke temperature so se vratovi ultracentrifugirk iz polialomera 
stalili. Po nekaj sekundnem ohlajevanju smo odstranili pokrovčke in z rahlim stiskanjem 
ultracentrifugirk preverili ali so popolnoma zatesnjene.    
Tako pripravljene vzorce smo v torbi za prenos infektivnih vzorcev odnesli na Biotehniško 
fakulteto Univerze v Ljubljani, kjer smo izvedli ultracentrifugiranje v laboratorijski 
ultracentrifugi L8-70M (Beckman, ZDA). Pred ultracentrifugiranjem smo na 
ultracentrifugirke namestili pokrovčke iz titana, ki preprečujejo, da bi med vrtenjem prišlo 
do spremembe njihovih oblik ali poškodb. Vzorce smo vstavili v rotor iz titana (70.1 Ti), s 
fiksnim kotom. Pokrili smo ga s tesnilnim pokrovom, ki poveča aerodinamičnost in 
preprečuje kontaminacijo notranjosti ultracentrifuge v primeru, da pride do izlitja vzorcev. 
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Vzorce smo ultracentrifugirali 3 ure pri 45300 obratih/minuto (187959 x g) in temperaturi 
+4 °C. Zaradi zmanjšanja trenja se pri teh pogojih v notranjosti ultracentrifuge ustvari 
vakuum. Po končanem postopku smo rotor z vzorci prenesli v delovno komoro, kjer smo 
odvili pokrov rotorja, odstranili manjše pokrovčke iz titana in ultracentrifugirke s pinceto 
potegnili iz rotorja.  
 
3.4  Resuspendiranje usedline po ultracentrifugiranju 
Materiali in reagenti: 
o lizirajoči pufer Buffer AL (Qiagen, Nemčija) 
o destilirana voda brez nukleaz Nuclease-Free Water (Qiagen, Nemčija) 
o vibracijski mešalnik MS1 Minishaker (IKA, Nemčija) 
o termoblok ID-Incubator 37 SI (Diamed, Švica) 
o mehanska pipeta Eppendorf Reference 100-1000 µl (Eppendorf, Nemčija) 
o nastavki za pipete, ep.T.I.P.S. Eppendorf Dualfilter 50-1000 µl (Eppendorf, 
Nemčija) 
o delovna komora z UV svetilko (Iskra PIO, Slovenija) 
o noţ 
o manjše klešče 
o parafilm M (Bemis Company, ZDA) 
o brizge 20 ml, Chirana (Chirana T.injecta, Slovaška) 
o medicinske igle, Medoject (Chirana T.injecta, Slovaška) 
o stojalo za vzorce 
o torba za prenos vzorcev 
o posoda za infektivni odpad 
o 70% etanol za razkuţevanje 
o zaščitne rokavice 
Po končanem ultracentrifugiranju, smo s kleščami odščipnili zavarjeni del vratu vsake 
ultracentrifugirke in skozi ozko odprtino s pomočjo brizge z nameščeno medicinsko iglo iz 
nje previdno odstranili pribliţno polovico supernatanta. Nato smo z noţem odrezali celoten 
vrh ultracentrifugirke, tako da smo lahko preostanek supernatanta odlili v posodo za 
infektivne odpadke, pri čemer je usedlina je ostala pritrjena na steno. 
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Vsak vzorec plazme smo ultracentrifugirali v dvojniku zato, ker smo usedlino 
resuspendirali v dveh različnih medijih, da bi ugotovili ali to vpliva na končni rezultat 
genotipizacije HBV. Tako smo eno usedlino dvojnika resuspendirali v 400 µl lizirajočega 
pufra (Buffer AL, Qiagen, Nemčija), drugo pa v 400 µl vode brez nukleaz (Nuclease-Free 
Water, Qiagen, Nemčija). Nato smo v vsaki ultracentrifugirki s pipeto neţno premešali 
dodani medij za resuspendiranje tako, da smo usedlino ločili od stene. Potem smo 
ultracentrifugirke stresali na vibracijskem mešalniku MS1 Minishaker (IKA, Nemčija), jih 
pokrili s parafilmom in v torbi za prenos vzorcev odnesli na ZTM. Vzorce, pri katerih smo  
usedlino resuspendirali v lizirajočem pufru, smo čez noč inkubirali v termobloku pri 37 °C, 
tiste, pri katerih smo za resuspendiranje usedline uporabili vodo brez nukleaz, pa smo 
postavili v hladilnik (4 °C). Naslednji dan smo iz vseh vzorcev izolirali virusno DNA.  
 
3.5  Izolacija virusne DNA     
Materiali in reagenti: 
o naprava za avtomatizirano izolacijo nukleinskih kislin BioRobot EZ1 (Qiagen, 
Nemčija) 
o komercialni komplet za izolacijo virusne DNA, EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, 
Nemčija) 
o vibracijski mešalnik MS1 Minishaker (IKA, Nemčija) 
o mehanska pipeta Eppendorf Research 0,1-2,5 µl (Eppendorf, Nemčija) 
o mehanske pipete Eppendorf Reference 2-20 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl (Eppendorf, 
Nemčija) 
o nastavki za pipete, ep.T.I.P.S. Eppendorf Dualfilter 0,1-10 µl, 2-20 µl, 2-100 µl in 
50-1000 µl (Eppendorf, Nemčija) 
o mikropruvete za raztopino »carrier« RNA (Eppendorf, Nemčija) 
Kontrolne vzorce smo tik pred izolacijo DNA odmrznili na sobni temperaturi. Vse vzorce, 
tako kontrolne, kot tiste z resuspendiranimi usedlinami plazme preiskovancev, smo pred 
izolacijo DNA temeljito premešali na vibracijskem mešalniku MS1 Minishaker. 
Skladno z navodili proizvajalca izolacijskega sestava EZ1 Virus Mini Kit v2.0 smo 
pripravili raztopino »carrier« RNA. Kartuše z reagenti, mikroepruvete v katere smo 
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odpipetirali po 60 µl raztopine »carrier« RNA in tiste, v katere smo prenesli po 400 µl 
vsakega od vzorcev (kontrolni in vzorci preiskovancev), smo vstavili v napravo za 
avtomatizirano izolacijo nukleinskih kislin BioRobot EZ1. Uporabili smo nastavitev 
elucije iz začetnega volumna 400 µl v končni volumen 150 µl. Izolirano DNA HBV smo 
do postopka genotipizacije shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
3.6  Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Reagenti in materiali: 
o TaqMan Universal MasterMix II z uracil N-glikozilazo (Applied Biosystems, 
Velika Britanija) 
o začetni oligonukleotidi (Applied Biosystems, Velika Britanija) (Pregeldnica II) 
o hidrolizirajoče sonde TaqMan (Applied Biosystems, Velika Britanija) (Preglednica 
II) 
o aparat za kvantitativni PCR, ABI PRISM Sequence Detection System 7900HT 
(Applied Biosystems, Velika Britanija) 
o destilirana voda brez nukleaz (Qiagen, Nemčija) 
o delovna komora z UV svetilko UVT-S-AR (Biosan, Latvija) 
o vibracijski mešalnik Lab dancer (IKA, Nemčija) 
o centrifuga Costar Mini Centrifuge 10 (Costar, ZDA) 
o centrifuga PLC-322 (Tehtnica Ţelezniki, Slovenija) 
o mikrotitrska ploščica s 96 vdolbinicami, Optical Reaction Plate (Applied 
Biosystems, ZDA) 
o optična folija (Applied Biosystems, ZDA) 
o mehanski pipeti Eppendorf Research 10-100 µl in 100-1000 µl (Eppendorf, 
Nemčija) 
o elektronska pipeta Eppendorf Research pro 5-100 µl (Eppendorf, Nemčija) 
o mehanske pipete Eppendorf Reference 0,1-2,5 µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl 
(Eppendorf, Nemčija) 
o nastavki za pipete, ep.T.I.P.S. Eppendorf Dualfilter 0,1-10 µl, 2-20 µl, 2-100 µl in 
50-1000 µl (Eppendorf, Nemčija). 
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Preglednica II: Zaporedja začetnih oligonukleotidov in sond ter njihove koncentracije, ki 
smo jih uporabili v reakcijah qPCR; povzeto po (41). 
 
qPCR 
 
Genotip 
Oznaka 
oligonukle-
otida in barvila 
 
Nukleotidno zaporedje 5´- 3´ Konc. 
[nM] 
 
Ac + Bs 
     A 
 
 
   
     B 
AcF 
AcR 
Ac MGB(FAM) 
 
BsF 
BsR 
Bs MGB (VIC) 
AAATGCCCCTATCTTATCAACACTTC 
TGCGAGGCGAGGGAGTTCT 
CTCKGTYCGTCGTCTAA 
 
AGACTCGTGGTGGACTTCTCTCA 
CCAGGACAAATTGGAGGACAAC 
CCAAATCTCCAGTCACTC 
400 
400 
200 
 
400 
400 
200 
 
 
As + 
Bps 
A 
 
 
 
     B 
AsF 
AsR 
As MGB (FAM) 
 
BpsF 
BpsR 
Bps MGB (VIC) 
CATCTTCTTRTTGGTWCTTCTGGAT 
GCAKGGTCCCGTRCTGGTT 
CTCTAATTCCAGGATCMACA 
 
GCATGGGGACAAATCTTTCTGTC 
AATCTGGATTKTCTGAGTTGGCTTT 
CCCTGGGATTCTTC 
400 
400 
200 
 
200 
200 
200 
Cs      C 
CsF 
CsR 
Cs MGB (FAM) 
GTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAC 
GGARTCGTGCAGGTCTTGCA 
CAGGAACATCAACTACCAGC 
400 
400 
200 
 
Cps 
 
C 
CpsF 
CpsR 
Cps 
MGB(FAM) 
TGCACCGAACATGGAGATCAC 
TCTGTGGTATTGTGAGGATTCTTGTC 
ACCCCTGCTCGTGTTA 
200 
200 
200 
    D      D 
DF 
DR 
D MGB (FAM) 
CTCATTTTGTGGGTCACCATATTC 
GGTCGGGAAAGAATCCCAGA 
CAGAATCTTTCCACCAGCA 
200 
200 
200 
    E      E 
EF 
ER 
E MGB (FAM) 
CCTCATTTTGTGGGTCACCWTATTC 
CCATTCGAGAGGGACCGTC 
AGCCCCATGATGTAGC 
900 
900 
250 
    G      G 
GF 
GR 
G MGB (FAM) 
GAAACCGCCATGAACACCTCT 
CCGGTTGTTGACATAACAAACAGT 
TCTGCCAAGGCAGTTAT 
400 
400 
200 
    H      H 
FHF 
HR 
FH MGB(FAM) 
CCGACTATTGCCTCTCTCACATCA 
GGGGTCCTAGGAGTCCTGATGT 
CCCTGCTATGAACATGGA 
400 
400 
200 
 
 
 
22 
Genotipe HBV smo določali z obstoječo optimizirano metodo qPCR, ki je bila 
predstavljena v diplomski nalogi iz leta 2014 (41). Metoda je bila zasnovana na podlagi 
članka Malmströma in sod. in optimizirana za uporabo na ZTM (42). V naši raziskavi smo 
uporabili končno optimizirano metodo, sestavljeno iz 8 različnih reakcij qPCR, ki 
omogoča razlikovanje med 7 genotipi HBV: A, B, C, D, E, G in H. 
Reagente in vse vzorce z izolirano HBV DNA, vključno s pozitivno in negativno kontrolo, 
smo odtaliti na sobni temperaturi. Kot smo ţe omenili, smo za pozitivno kontrolo uporabili 
izolate DNA kontrolnih plazem z znanimi genotipi HBV, za negativno kontrolo pa vodo 
brez nukleaz. V zaščitni komori za čisto delo, UVT-S-AR (Biosan, Latvija), smo pripravili 
reakcijske mešanice za qPCR brez DNA (Preglednica III). V drugi zaščitni komori pa smo, 
glede na predhodno pripravljeno shemo, v vsako vdolbinico mikrotitrske plošče s 96 
vdolbinicami z elektronsko pipeto odpipetirali po 12,5 µl izolirane DNA HBV in 37,5 µl 
ustrezne reakcijske mešanice. V vsak set reakcij qPCR reakcijo smo za vsak genotip HBV 
vključili tudi pozitivno in negativno kontrolo. 
 
Preglednica III: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo qPCR, ki volumsko zadošča za 
analizo 1 vzorca; povzeto po (41). 
Sestava Volumen 
HBV DNA 12,5 μl 
TaqMan Universal MasterMix II 25 μl 
Začetni oligonukleotidi Preglednica (II)* 
Sonde TaqMan Preglednica (II)* 
Destilirana voda brez nukleaz do 50 μl 
Skupni volumen 50 μl 
 
* Koncentracije začetnih oligonukleotidov in hidrolizirajočih sond so različne za vsako od 
8 reakcij qPCR; prikazane so v Preglednici II. 
 
Mikrotitrsko ploščo smo pokrili s prozorno optično folijo in jo 1 minuto centrifugirali na 2 
300 obratih/minuto, jo vstavili v aparat za qPCR, ABI PRISM Sequence Detection System 
7900HT. Izbrali smo program absolutna kvantifikacija in nastavili ustrezen temperaturni 
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profil: 50 °C, 2 minuti; 95 °C, 10 min ter 45-kratne ponovitve tretje faze – 95 °C, 15 
sekund in 60 °C, 1 minuto. Za vnos nastavitev ter spremljanje in obdelavo rezultatov 
reakcij, smo uporabili programsko opremo SDS 2.1 (Applied Biosistems, Velika Britanija). 
 
3.7 Občutljivost metode qPCR za genotipizacijo HBV 
Ker smo ţeleli ugotoviti, kakšno virusno breme v obliki DNA HBV lahko še zaznamo z 
našim testom za genotipizacijo po uvedbi predhodnega ultracentrifugiranja, smo s 
kontrolnim vzorcem, ki je vseboval znan virusni genotip z definirano količino virusne 
DNA, pripravili redčitveno vrsto. Uporabili smo kontrolni vzorec HBVAGT150901D 
(Qnostics, Velika Britanija) z genotipom A in s koncentracijo DNA HBV 10
3,41 
IU/ml. 
Izhodiščni vzorec smo redčili z DNA HBV-negativno plazmo in tako pripravili 3 redčitve, 
s pribliţnimi koncentracijami 69 IU/ml, 6, 9 IU/ml in 0, 69 IU/ml. Redčeni vzorci so bili v 
nadaljevanju obdelani in testirani enako, kot ostali vzorci krvodajalcev.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Spol in starost preiskovancev 
Kot smo ţe omenili, smo v raziskavo vključili 19 (79 %) moških in 5 (21 %) ţensk. 
Prevladujoči deleţ moških z OBI odraţa splošno razmerje spolov med krvodajalci v 
Sloveniji, kjer ti prevladujejo s 66 % (43). Tudi v drugih drţavah je pojavnosti OBI med 
krvodajalci večja pri moških kot pri ţenskah (44, 45). Povprečna starost krvodajalcev, 
vključenih v našo raziskavo,  je bila v času odvzema plazemskih vzorcev 52 let. Vzrok za 
razmeroma visoko povprečno starost preiskovancev bi lahko bila slabša precepljenost proti 
HBV v starejši populaciji. Poleg tega je bilo v Sloveniji presejalno testiranje NAT na DNA 
HBV uvedeno leta 2007, tako da pred tem obdobjem krvodajalcev z OBI med rutinskim 
testiranjem ni bilo moţno odkriti (21).  
 
4.2 Ultracentrifugiranje vzorcev in genotipizacija HBV 
Namen naše raziskave je bil ugotoviti, ali lahko z vpeljavo ultracentrifugiranja plazemskih 
vzorcev, genotipiziramo tudi izolate DNA HBV pri krvodajalcih z zelo nizkim virusnim 
bremenom. Zato smo testirali plazemske vzorce 24 slovenskih krvodajalcev z dokazano 
prisotnostjo OBI. Vsak vzorec smo ultracentrifugirali v dvojniku, nato pa eno usedlino 
resuspendirali v 400 µl lizirajočega pufra (Buffer AL, Qiagen, Nemčija), drugo pa v 400 µl 
vode brez nukleaz (Nuclease-Free Water, Qiagen, Nemčija). Poleg tega smo za primerjavo 
testirali iste nativne, necentrifugirane vzorce. Z vsakim vzorcem smo izvedli 8 različnih 
reakcij qPCR genotipizacije DNA HBV. Rezultati so predstavljeni v Preglednici IV.  
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Preglednica IV: Genotipi HBV v testiranih vzorcih 24 krvodajalcev z OBI. 
ŠTEVILKA 
VZORCA 
 
GENOTIP HBV 
1 D 
2 D 
3 D 
4 A 
5 D 
6 D 
7 D 
8 A + D 
9 D 
10 D 
11 D 
12 A 
13 D 
14 D 
15 D 
16 D 
17 D 
18 D 
19 D 
20 D 
21 D 
22 D 
23 D 
24 D 
 
Genotipe HBV smo uspešno določili v vseh 24 (100 %) plazemskih vzorcih krvodajalcev z 
OBI, ki smo jih pred genotipizacijo ultracentrifugirali. Na drugi strani pa smo genotipe 
lahko določili v le 5 od 24 (21 %) izolatih nukleinskih kislin, pri katerih izhodiščnega 
vzorca plazme nismo ultracentrifugirali. Genotipe HBV smo določili v 21 od 24 vzorcev 
(88 %), kjer smo usedlino po ultracentrifugiranju resuspendirali v vodi brez nukleaz, v 
primerjavi s 15 vzorci od 24 (63 %), pri katerih smo za resuspendiranje uporabili lizirajoči 
pufer. Kot smo ţe omenili, smo iz vsakega od plazemskih vzorcev 24 krvodajalcev z OBI 
pripravili tri skupine (trojnike) paralelnih vzorcev. Genotipe HBV smo v 12 od 24 (50 %) 
plazemskih vzorcev uspešno določili v dveh skupinah paralelnih vzorcih trojnikov, ki smo 
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jih predhodno ultracentrifugirali (voda in lizirajoči pufer), v tretji, preostali skupini 
paralelnih vzorcev, ki jih predhodno nismo ultracentrifugirali, pa genotipov HBV nismo 
uspeli določiti. V 3 od 24 (13 %) plazemskih vzorcih krvodajalcev nam je uspelo genotip 
HBV določiti v vseh treh skupinah (trojnikih) paralelnih vzorcev (Preglednica V).  
 
Preglednica V: Rezultati določanja genotipov HBV v posameznih vzorcih. 
MEDIJ ZA 
RESUSPENDIRANJE VODA 
LIZIRAJOČI 
PUFER 
NATIVNI 
(necentrifugirani) 
VZORCI ŠTEVILKA VZORCA 
1 + + - 
2 + - + 
3 + - - 
4 + - - 
5 + - - 
6 + + - 
7 + - - 
8 + + + 
9 + - + 
10 + + + 
11 + + - 
12 - + - 
13 + + - 
14 - + - 
15 + + - 
16 + + - 
17 + - - 
18 + + - 
19 + - - 
20 + + - 
21 + - - 
22 - + - 
23 + + + 
24 + + - 
Skupaj pozitivnih 21 15 5 
 
V 3 plazemskih vzorcih krvodajalcev od 24 (13 %) smo genotipe HBV določili le v 
primeru, ko smo usedline, nastale po ultracentrifugiranju resuspendirali v lizirajočem pufru 
(Preglednica V).  Nasprotno pa smo v vzorcih 9 krvodajalcev od 24 (38 %), genotipe HBV 
določili le takrat, ko smo usedline resuspendirali v vodi (Preglednica V). 
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Genotipe HBV smo vzporedno določali tako v vzorcih, ki jih predhodno nismo 
ultracentrifugirali, kot v tistih, ki smo jih. V 5 vzorcih, v katerih smo genotipe HBV uspeli 
določiti brez predhodnega ultracentrifugiranja, smo izvedli uspešno genotipizacijo tudi v 
primeru, ko smo usedline po njihovem ultracentrifugiranju resuspendirali v vodi, medtem 
ko smo virusno genotipizacijo uspeli izvesti le v 3 od 5, pri katerih smo usedline 
resuspendirali v lizirajočem pufru (Preglednica V). 
Dokazali smo torej, da predhodno ultracentrifugiranje plazemskih vzorcev, ki vsebujejo 
nizke koncentracije DNA HBV, pomembno izboljša občutljivost metode qPCR za 
genotipizacijo HBV. S centrifugiranjem pri velikih silah namreč lahko skoncentriramo 
virusne delce v usedlino, ki je vidna na stenah ultracentrifugirk (40). Izkazalo se je, da sta 
pomembna parametra tudi resuspendiranje usedline v ustreznem mediju in temperatura, pri 
kateri shranimo vzorce od resuspendiranja do izolacije DNA. 
Vsak plazemski vzorec smo ultracentrifugirali v dvojniku zato, da smo lahko preskusili 
dva različna medija za resuspendiranje nastalih usedlin, in sicer vodo brez nukleaz in 
lizirajoči pufer (Qiagen, Nemčija). Vzorce, katerih usedline smo resuspendirali v vodi brez 
nukleaz smo do izolacije DNA, to je do naslednjega dne, hranili v hladilniku pri 4 °C, 
medtem ko smo tiste, pri katerih smo za resuspendiranje usedlin uporabili lizirajoči pufer, 
preko noči inkubirali v inkubatorju pri 37 °C. Ugotovili smo, da je za bila za 
resuspendiranje usedlin po ultracentrifugiranju, glede nadaljnje učinkovitosti 
genotipizacije,  boljša voda. Ker so prejšnje študije dokazale, da je DNA HBV v vodi brez 
nukleaz do 28 dni enako stabilna tako pri 5 °C kot 25 °C, ter da je stabilna celo pri 
temperaturah do 42 °C, sklepamo, da temperatura shranjevanja preko noči pri  4 °C ni 
vplivala na rezultate naše raziskave (46, 47). Da bi popolnoma ovrgli vpliv temperature, pri 
kateri shranjujemo vzorce pred izolacijo virusne DNA, na uspešnost določitve genotipa 
HBV, bi morali vsak preiskovani plazemski vzorec ultracentrifugirati v 4 paralelkah, pri 
čemer bi usedline v dveh resuspendirali v vodi, v dveh pa v lizirajočem pufru, nato jih do 
izolacije DNA shraniti pri 4 °C (1 vzorec resuspendiran v vodi in 1 v lizirajočem pufru)  in 
37 °C (1 vzorec resuspendiran v vodi in 1 v lizirajočem pufru). 
Razlike v uspešnosti določitev genotipov HBV, ki smo jih zaznali med analizama vzorcev 
v dvojnikih je najverjetneje nastala zaradi različnih medijev, ki smo jih uporabili za 
resuspendiranje usedlin. V članku, ki je bil osnova za našo raziskavo so sicer za 
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resuspendiranje usedlin po ultracentrifugiranju uporabili vodo brez nukleaz, mi pa smo 
poleg tega preskusili tudi lizirajoči pufer, za katerega smo predvidevali, da bo izboljšal oz. 
olajšal resuspendiranje, vendar pri tem ugotovili, da je voda primernejša (40). 
 
4.3 Genotipi HBV slovenskih krvodajalcev z OBI 
V vsako od 8 reakcij qPCR smo poleg testiranih vzorcev vključili tudi pozitivne 
(Preglednica I) in negativne kontrole. Vsi kontrolni vzorci so vsebovali poznane genotipe 
HBV in imeli določene koncentracije DNA HBV. V vsako reakcijo smo vključili več 
pozitivnih kontrol, s katerimi smo pokrili vse genotipe HBV, z izjemo genotipa F. Za 
negativno kontrolo smo uporabili vodo brez nukleaz. Genotipe HBV smo uspešno določili 
v vseh 24 plazemskih vzorcih krvodajalcev z OBI. Rezultate smo obdelali in analizirali s 
programom SDS 2.1 (Applied Biosistems, Velika Britanija) in ugotovili, da med 
slovenskimi krvodajalci z OBI prevladuje genotip D, saj smo ga določili v 21 od 24 
vzorcev (88 %) (Slika 6). Genotip A smo določili pri 2 krvodajalcih (8 %) (Slika 7), pri 1 
(4 %) pa smo odkrili mešano okuţbo z genotipoma A in D (Slika 8). 
 
Slika 6: Primer pozitivne reakcije qPCR za genotip D. 
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Slika 7: Primer pozitivne reakcije qPCR za genotip A. 
 
 
Slika 8: Primer pozitivne reakcije qPCR za sočasno prisotnost genotipov A in D. 
 
30 
Ugotovili smo, da se deleţi posameznih genotipov krvodajalcev z OBI v Sloveniji ujemajo 
s tistimi, ki so jih določili pri slovenskih krvodajalcih s ˝klasično˝ okuţbo s HBV. Leta 
2014 so namreč na ZTM opravili genotipizacijo HBV 49 krvodajalcev s ˝klasično˝ okuţbo 
in določili genotip D pri 41 (84 %) genotip A pri 4 (8 %), genotip B pa pri 1 (2 %) 
krvodajalcu. Dva krvodajalca (4 %) sta imela mešan genotip A+D, 1 (2 %) pa  A+C (41). 
Porazdelitev genotipov HBV, ki smo jih določili v okviru naše raziskave je skladna tudi s 
splošno geografsko porazdelitvijo genotipov HBV. V juţni in vzhodni Evropi ter v 
Sredozemlju namreč prevladuje genotip D, medtem ko je genotip A najpogostejši v 
osrednji in zahodni Evropi (24). Tudi pri naših neposrednih sosedih s sredozemsko lego, 
Italijanih in Hrvatih prevladuje genotip D (25). Na Madţarskem pa je v največjem deleţu 
prisoten genotip A (47 %) (48). Zaradi globalizacije ter posledičnih preseljevanj in 
potovanj po svetu, pa lahko v prihodnosti tudi v Sloveniji pričakujemo pojav dodatnih 
genotipov HBV. 
 
4.4 Občutljivost metode  qPCR za genotipizacijo HBV 
Iz kontrolnega vzorca iz programa zunanjih kontrol kakovosti Qnostics (Velika Britanija) z 
znano koncentracijo DNA HBV (10
3,41 
IU/ml) in genotipom A, smo redčili in pripravili 
trojnike redčitev, ki so vsebovale 69
 
IU/ml, 6,9 IU/ml in 0,69 IU/ml virusne DNA. Po 
njihovem ultracentrifugiranju smo izvedli genotipizacijo HBV (41). Pogoj za to, da smo 
reakcijo qPCR pri posamezni redčini šteli kot pozitivno je bil, da smo genotip določili v 
najmanj dveh od treh paralelk. Ugotovili smo, da lahko z uporabljeno metodo v predhodno 
ultracentrifugiranih vzorcih zanesljivo (v vsaki od 3 paralelk) določimo genotip HBV pri 
koncentraciji le 6,9 
 
IU DNA HBV/ml. Pri isti koncentraciji DNA HBV smo v ne-
ultracentrifugiranih  vzorcih dobili pozitiven rezultat samo v eni od 3 paralelk, pri čemer 
smo zabeleţili tudi višjo vrednost praga signala fluorescence Ct (ang. treshold cycle), kar 
je posledica niţje koncentracije DNA HBV v vzorcu (Slika 9). Genotipa HBV pa nismo 
mogli določiti v nobeni paralelki vzorcev, ki so vsebovali 0,69 IU DNA HBV/ml. 
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Slika 9: Krivulje fluorescenčnih odzivov v reakcijah qPCR, v odvisnosti od vrednosti Ct, 
za kontrolni vzorec in njegove redčitve.  
 
Tudi rezultati testiranja redčitev izbranega kontrolnega vzorca dokazujejo, da je za 
resuspendiranje usedline, nastale po ultracentrifugiranju,boljši medij voda brez nukleaz. 
Genotip HBV smo namreč določili v vseh treh paralelkah vzorca s koncentracijo 6,9 
IU/ml, pri katerih smo za resuspendiranje usedline po ultracentrifugiranju uporabili vodo. 
Ko pa smo za resuspendiranje usedlin trojnikov vzorca z enako koncentracijo DNA HBV 
(6,9 IU/ml) uporabili lizirajoči pufer, smo uspeli določiti genotip le v enem od njih. Ker 
smo genotip HBV lahko določili v predhodno ultracentrifugiranih vzorcih s koncentracijo 
6,9 IU DNA HBV/ml, v tistih s koncentarcijo 0,69 IU/ml pa ne, bi morali za natančnejšo 
ugotovitev  občutljivosti metode pripraviti in analizirati še vsaj nekaj 2-kratnih redčitev s 
koncentracijami med 6,9 in 0,69 IU/ml, česar pa zaradi pomanjkanja kontrolnega vzorca 
nismo mogli storiti. 
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4.5 Težavnost dokazovanja OBI v transfuzijski medicini in možnosti za 
izboljšave 
Cilj transfuzijske medicine je zagotavljanje varnih enot krvi in krvnih pripravkov. Pri tem 
predstavlja OBI, zaradi zapletene diagnostike in teţavnega dokazovanja prisotnosti DNA 
HBV v zelo nizkih koncentracijah, velik izziv. Prenos HBV s krvodajalca na prejemnika 
transfuzije je v veliki meri odvisen od imunskega statusa slednjega ter od vrste 
komponente krvi, ki jo prejme. Tako je pri transfuziji sveţe zmrznjene plazme verjetnost 
za okuţbo večja kot pri transfuziji eritrocitnih pripravkov, ki vsebujejo majhen deleţ 
plazme in zato manj virusnih delcev (49). 
Varnost krvi in krvnih pripravkov v povezavi s HBV bi lahko dodatno izboljšali s 
testiranjem vseh odvzemov na prisotnost protiteles anti-HBc, z vpeljavo določanja DNA 
HBV s testiranjem NAT z veliko občutljivostjo (0,15 IU/ml) ter z zmanjševanjem 
patogenov v darovanih enotah krvi s kemičnimi sredstvi in z obdelavo z UV svetlobo (49, 
50). Pomemben korak v smeri iskanja občutljivejše metode določanja DNA HBV v 
vzorcih z majhnim virusnim bremenom je tudi ultracentrifugiranje, ki omogoča 
koncentriranje virusnih nukleinskih kislin iz večjega volumna plazemskega vzorca.  
Teţava pri presejalnem testiranju vseh krvodajalcev na prisotnost protiteles anti-HBc je v 
tem, da zavračamo zdrave oz. primerne krvodajalce, ki so enkrat v preteklosti preboleli 
hepatitis B in so zato pozitivni na test anti-HBc. Ugotovili so, da bi v Sloveniji tako 
zavrnili 3 % sicer ustreznih krvodajalcev, kar bi lahko ţe predstavljalo nevarnost za 
nemoteno oskrbo s krvjo in krvnimi pripravki (51). Seveda pa bi bila ta teţava še večja v 
primeru obveznega testiranja krvodajalcev na prisotnost protiteles anti-HBc na endemičnih 
področjih, kjer bi zavračanje anti-HBc-pozitivnih dejansko onemogočilo zagotavljanje 
nemotene preskrbe s krvjo in krvnimi pripravki (14). Prihodnost na področju odkrivanja 
krvodajalcev z OBI in s tem preprečevanje prenosa HBV na prejemnike transfuzij, je zato 
v razvijanju kar najbolj občutljivih metod za zanesljivo ugotavljanje nizkih koncentracij 
DNA HBV. Poleg uvedbe ultracentrifugiranja v postopek določanja DNA HBV v 
plazemskih vzorcih, bi bila moţna rešitev tudi pre-amplifikacija virusne DNA, s katero bi 
ţe pred izvedbo reakcij qPCR v dovolj veliki meri pomnoţili DNA. 
V tem smislu predstavlja naše delo pomemben prispevek na področju transfuzijske 
medicine , pa tudi širše, saj večina obstoječih raziskav HBV in OBI temelji na populacijah 
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endemičnih področij, kjer prevladujejo drugačni  genotipi HBV kot v Sloveniji. Zato vsaka 
študija na nacionalnem nivoju doprinese k boljšemu razumevanju HBV in zagotavljanju 
varnejše krvi in krvnih komponent. 
Z našo raziskavo smo torej naredili dodaten korak k zagotavljanju varnejše krvi in krvnih 
komponent, saj smo z vpeljavo ultracentrifugiranja pred izolacijo DNA HBV uspeli 
izboljšati občutljivost metode qPCR, ki sluţi za njeno dokazovanje in vrednotenje. Še več, 
postopek ultracentrifugiranja lahko uporabimo tudi pri dokazovanju prisotnosti ostalih 
virusov, ki jih testiramo pri krvodajalcih. 
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5. SKLEPI 
1) Z uvedbo ultracentrifugiranja smo izboljšali občutljivost metode za genotipizacijo 
HBV.  
2) Genotip HBV smo določili v vseh 24 (100 %) plazemskih vzorcih krvodajalcev z 
OBI, ki smo jih pred genotipizacijo ultracentrifugirali in le v 5 od 24 (21 %), ki jih 
nismo ultracentrifugirali. 
3) Voda brez nukleaz je boljši medij za resuspendiranje plazemske usedline po 
ultracentrifugiranju, kot lizirajoči pufer Qiagen. 
4) Pri slovenskih krvodajalcih z OBI prevladuje genotip D HBV, ki smo ga določili 
pri 21 od 24 (88 %) preiskovancev. V bistveno manjšem deleţu je prisoten genotip 
A, ki smo ga določili pri 2 krvodajalcih (8 %), pri 1 (4 %) pa smo odkrili mešano 
okuţbo z genotipoma A in D. 
5) Porazdelitev genotipov HBV slovenskih krvodajalcev z OBI je enaka, kot pri 
krvodajalcih s ˝klasično˝ okuţbo s HBV. 
6) Porazdelitev genotipov HBV pri slovenskih krvodajalcih z OBI ustreza njihovi 
splošni geografski porazdelitvi.  
7) Z vpeljavo predhodnega ultracentrifugiranja plazemskih vzorcev smo izboljšali 
občutljivost metode qPCR za določanje genotipov HBV in s tem naredili 
pomemben korak k zagotavljanju še varnejše priprave in uporabe krvi in krvnih 
komponent v Sloveniji. 
 
 
  
 
35 
6. LITERATURA 
1. Poljak M, Petrovec M: Medicinska virologija, Medicinski razgledi, Ljubljana, 2011:  
84-96.                       
2. Liang TJ: Hepatitis B: The Virus and Disease. Hepatology 2009; 49: 13-21.   
3. WHO: World Health Organization. Hepatitis B. Fact sheet. 
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs204/en/ (dostopno 10.1.2019). 
4. Lamontagne RJ, Bagga S, Bouchard MJ: Hepatitis B virus molecular biology and 
pathogenesis. Hepatoma Res. 2016; 2: 163–186.  
5. Yan H, Peng B, Liu Y idr.: Viral Entry of Hepatitis B and D Viruses and Bile Salts 
Transportation Share Common Molecular Determinants on Sodium Taurocholate 
Cotransporting Polypeptide. J Virol. 2014 Mar; 88(6): 3273–3284. 
6. Gerlich WH:  Medical Virology of Hepatitis B: how it began and where we are now. 
Virol J. 2013; 10: 239. 
7. Košnik M, Mrevlje F, Štajer D, Černelč P, Koţelj M: Interna medicina, 4. izdaja, 
Littera picta, Ljubljana, 2011: 643-650. 
8. Kennedy PTF, Litwin S, Dolman GE idr: Immune Tolerant Chronic Hepatitis B: The 
Unrecognized Risks. Viruses. 2017 May; 9(5): 96. 
9. Zhu HL, Li X, Li J, Zhang ZH: Genetic variation of occult hepatitis B virus infection. 
World J Gastroenterol. 2016 Apr 7; 22(13): 3531–3546. 
10. Raimondo G, Allain JP, Brunetto MR idr.: Statements from the Taormina expert 
meeting on occult hepatitis B virus infection. J Hepatol. 2008 Oct; 49(4):652-7. 
11. Makvandi M: Update on occult hepatitis B virus infection. World J Gastroenterol. 
2016 Oct 21; 22(39): 8720–8734.  
12. Kwak MS and Kim YJ: Occult hepatitis B virus infection. World J Hepatol. 2014 Dec 
27; 6(12): 860–869.  
13. Gutiérrez-García ML, Fernandez-Rodriguez CM, Lledo-Navarro JL, Buhigas-Garcia I: 
Prevalence of occult hepatitis B virus infection. World J Gastroenterol. 2011 Mar 28; 
17(12): 1538–1542.  
14. Niederhauser C: Reducing the risk of hepatitis B virus transfusion-transmitted   
      infection. J Blood Med. 2011; 2: 91-102. 
15. Allain JP and Candotti D: Diagnostic algorithm for HBV safe transfusion. Blood  
      Transfus. 2009 Jul; 7(3): 174–182.  
 
36 
16. Squadrito G, Spinella R, and Raimondo G: The clinical significance of occult HBV  
      infection. Ann Gastroenterol. 2014; 27(1): 15–19.  
17. MacLachlan JH, Cowie BC: Hepatitis B Virus Epidemiology. Cold Spring Harb 
      Perspect Med. 2015 May; 5(5): a021410. 
18. Seo DH, Whang DH, Song EY, Han KS: Occult hepatitis B virus infection and blood 
transfusion. World J Hepatol. 2015; 7(3): 600-606. 
19. NIJZ: Nacionalni inštitut za javno zdravje. Hepatitis B. Cepljenje-osnovne     
      informacije. http://www.nijz.si/sites/www.nijz.si/files/uploaded/2081-8091.pdf  
      (dostopno 11.1.2019). 
20. Pravilnik o obveznem testiranju krvi in komponent krvi 2007. Url RS 9/932-933. 
21. Levičnik Stezinar S, Nograšek P: Izplen presejalnega testiranja krvodajalcev s 
      tehniko NAT v Sloveniji. Zdrav Vestn. 2012; 81 supl 2: II-257–64. 
22. Chigurupati P, Murthy KS: Automated nucleic acid amplification testing in blood  
      banks: An additional layer of blood safety. Asian J Transfus Sci. 2015 Jan-Jun; 9(1):  
      9– 11. 
23. Kramvis A: The clinical implications of hepatitis B virus genotypes and HBeAg in  
      pediatrics. Rev Med Virol. 2016 Jul; 26(4): 285–303. 
24. Sunbul M: Hepatitis B virus genotypes: Global distribution and clinical importance.  
      World J Gastroenterol. 2014 May 14; 20(18): 5427–5434. 
25. Croagh CMN, Desmond PV, Bell SJ: Genotypes and viral variants in chronic hepatitis  
      B: A review of epidemiology and clinical relevance. World J Hepatol. 2015 Mar 27;   
      7(3): 289–303. 
26. Raimondi  S, Maisonneuve P, Bruno S, Mondelli MU:  Is response to antiviral  
      treatment influenced by hepatitis B virus genotype? J Hepatol. 2010 Mar 01; 52(3):    
      441-449. 
27. Carracedo Rodriguez A, Chung M, Ciupe SM: Understanding the Complex Patterns  
      Observed during Hepatitis B Virus Therapy. Viruses. 2017 May 19; 9(5). 
28. Shi YH: Correlation between hepatitis B virus genotypes and clinical outcomes. Jpn  
      J Infect Dis. 2012; 65(6): 476-82. 
29. Wiegand J, Hasenclever D, Tillmann HL: Should treatment of hepatitis B depend on   
      hepatitis B virus genotypes? A hypothesis generated from an explorative analysis of  
      published evidence. Antivir Ther. 2008; 13(2): 211-20. 
30. Guirgis BS, Abbas RO, Azzazy HM: Hepatitis B virus genotyping: current methods  
 
37 
      and clinical implications. Int J Infect Dis. 2010 Nov; 14(11): e941-53. 
31. Wang YZ,  Wu GX,  Luo LB idr: Oligonucleotide chip, real-time PCR and         
      sequencing for genotyping of hepatitis B virus. World J Gastroenterol. 2007 Aug   
      21; 13(31): 4260–4263.  
32. Irshad M, Gupta P, Mankotia DS, Ansari MA: Multiplex qPCR for serodetection  
      and serotyping of hepatitis viruses: A brief review. World J Gastroenterol. 2016  
      May 28; 22(20): 4824–4834. 
33. Mackay IM,  Arden KE, Nitsche A: Real-time PCR in virology. Nucleic Acids Res.  
      2002 Mar 15; 30(6): 1292–1305. 
34. Pattyn F, Speleman F,  De Paepe A,  Vandesompele J: RTPrimerDB: the Real-Time  
      PCR primer and probe database. Nucleic Acids Res. 2003 Jan 1; 31(1): 122–123. 
35. Heid CA, Stevens J, Livak KJ, Williams PM: Real time quantitative PCR. Genome    
      Res. 1996 Oct; 6(10): 986-94. 
36. Abe A, Inoue K, Tanaka T idr: Quantitation of Hepatitis B Virus Genomic DNA by  
      Real-Time Detection PCR. J Clin Microbiol. 1999 Sep; 37(9): 2899–2903. 
37. Gudnason H, Dufva M, Bang DD, Wolff
 
A: Comparison of multiple DNA dyes for  
      real-time PCR: effects of dye concentration and sequence composition on DNA  
      amplification and melting temperature. Nucleic Acids Res. 2007 Oct; 35(19): e127. 
38. Wilhelm SW, Weinbauer MG, Suttle CA: Manual of Aquatic Viral Ecology, ASLO,   
      Waco, 2010: 166-181. 
39. Doran PM: Bioprocess Engineering Principles, 1. izdaja, Academic Press, London,  
      1995: 225-229.  
40. Zahn A, Li C, Danso K idr.: Molecular characterization of occult hepatitis B virus in  
      genotype E-infected subjects. J Gen Virol. 2008 Feb; 89: 409-418.  
41. Bole J: Genotipizacija virusa hepatitisa B pri krvodajalcih v Sloveniji. Diplomsko    
      delo, Ljubljana 2014, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo.  
42. Malström S, Berglin-Enquist I, Lindh M: Novel Method for Genotyping Hepatitis B  
      Virus on the Basis of TaqMan Real-Time PCR. J Clin Microbiol. 2010; 48:    
      1105−1111. 
43. ZTM: Krvodajalstvo v številkah. http://www.ztm.si/krvodajalstvo/krvodajalstvo-v-  
      stevilkah/  (dostopno 22.1.2019). 
44. Badawi MM, Mohammed AA, Mohammed MS idr.: A Diagnostic Laboratory- 
      Based Study on Frequency and Distribution of Viral Hepatitis B and C Among  
 
38 
      Sudanese. Open Virol J. 2017; 11: 98–107. 
45. Zheng X, Ye X, Zhang L idr: Characterization of Occult Hepatitis B Virus Infection  
     from Blood Donors in China. J Clin Microbiol. 2011 May; 49(5): 1730–1737. 
46. José M, Gajardo R, Jorquera JI: Stability of HCV, HIV-1 and HBV nucleic acids in      
      plasma samples under long-term storage. Biologicals. 2005 Mar; 33(1): 9-16. 
47. Baleriola C, Johal H, Jacka B idr.: Stability of Hepatitis C Virus, HIV, and Hepatitis  
      B Virus Nucleic Acids in Plasma Samples after Long-Term Storage at -20
o
C and  
      -70
o
C. J Clin Microbiol. 2011 Sep; 49(9): 3163–3167. 
48. Deterding K, Constantinescu I, Nedelcu FD idr: Prevalence of HBV genotypes in  
      Central and Eastern Europe. J Med Virol. 2008; 80: 1707–1711. 
49. Candotti D, Assennato SM, Laperche S, Allain JP, Levičnik Stezinar S: Multiple  
      HBV transfusion transmissions from undetected occult infections: revising the  
      minimal infectious dose. Gut Epub ahaed of print. Doi: [Nov 2018] 10.1136/gutjnl- 
      2018-316490. 
50. Seo DH, Whang DH, Song EY, Han KS: Occult hepatitis B virus infection and  
      blood transfusion. World J Hepatol. 2015 March 27; 7(3): 600-606. 
51. Levičnik Stezinar S, Rahne Potokat U, Candotti D idr: Anti-HBs positive occult   
      hepatitis B virus carrier blood infectious in two transfusion recipients. J Hepatol.  
     2008; 48: 1022-1025. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
